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Study of relationship of piramyded rice genotypes based on molecular and phenotypic markers 
 
Gene pyramiding is an attempt to combine some favorable genes from many parents into one 
single genotype. High yield, resistant to brown planthopper, medium amylose content, early 
maturity and aromatic are among traits that expected to be combined in order to fulfill preference 
of farmers and consumers. A number of 28 of pyramided rice lines have been obtained, however 
assessment of their genetic relationship has not been conducted yet which is important for 
consideration to continue to the next breeding steps. The combination of these genes was 
accomplished by hybridization of many genotypes of parents with superior traits namely Sintanur 
(aromatic), Pandan Wangi (aromatic), IR64 (moderate amylose content), PTB33 (brown 
planthopper resistant), Ciapus (high yielding) and KA (early maturity). The objective of the 
experiment was to obtain genetic relationship among rice lines assessed by molecular and 
phenotypic markers. XLSTAT2016 software was employed to assess a Jaccard’s similarity 
coefficient for molecular markers and Pearson’s correlation coefficient for agro-morphology traits, 
meanwhile clustering was done by using UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean). By molecular characterization, 41.3 percent of similarity and two groups were 
formed by 11 molecular markers that are closely linked to seven target traits. Meanwhile the 
grouping based on 14 agro-morphological traits formed three groups with 22.2% similarity. 
Genotype SPxCAKA1B, SPxPP3B dan PPxIP4B can be used as the promising parent for next 
hybridization because it has the farthest genetic distance among genotypes. 
 





Piramidisasi gen adalah upaya untuk menggabungkan beberapa gen yang menguntungkan dari 
banyak tetua menjadi satu genotipe tunggal. Hasil tinggi, tahan terhadap wereng cokelat, 
kandungan amilosa sedang, umur genjah dan aromatik adalah beberapa sifat yang diharapkan 
untuk digabungkan. Melalui teknik piramidsasi, telah diperoleh 28 genotip, namun analisis 
kekerabatan genetik, sebagai pertimbangan dalam pengambilan keputusan pada tahapan pemuliaan 
selanjutnya, belum dilakukan. Kombinasi gen ini dicapai dengan persilangan banyak genotipe tetua 
dengan karakter unggul yaitu Sintanur (aromatik), Pandan Wangi (aromatik), IR64 (kandungan 
amilosa sedang), PTB33 (tahan wereng coklat), Ciapus (hasil tinggi) dan KA (umur genjah). Tujuan 
percobaan ini adalah untuk memperoleh hubungan genetik genotip dalam sifat-sifat agro-
morfologi dan marka molekuler. Analisis hubungan kekerabatan antara tetua dan 28 genotip 
piramidisasi dilakukan menggunakan software XLSTAT2016 untuk membentuk matrik similarity 
shared allele distance dengan koefisien Jaccard sebagai pembentuk jarak genetik untuk marka 
molekuler dan koefisien korelasi pearson untuk marka fenotipik. Kemudian dilakukan 
pengelompokan atau clustering dengan metode Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
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Averages (UPGMA). Hasil pengelompokan berdasarkan marka molekuler dengan menggunakan 11 
marka yang terkait erat dengan tujuh karakter target, diperoleh koefisien kemiripan sebesar 41,3% 
dan terbentuk dua kelompok, sedangkan hasil pengelompokan berdasarkan marka fenotipik 
dengan 14 karakter agro-morfologi terbentuk tiga kelompok dengan tingkat kemiripan 22,2%. 
Genotipe SPxCAKA1B, SPxPP3B dan PPxIP4B   dapat dimanfaatkan sebagai tetua atau genotipe 
harapan karena memiliki jarak kekerabatan yang paling jauh diantara genotip lainnya. 
 





Indonesia menjadi negara yang 
mengonsumsi beras paling tinggi di Asia mencapai 
110-114 kg/kapita/tahun (Badan Pusat Statistik, 
2015). Sementara itu pertumbuhan produksi padi 
selama 37 tahun menunjukkan ketidakmampuan 
untuk menutupi kebutuhan pangan Indonesia 
(Kusmana dkk., 2017). Lebih jauh lagi, menurut 
Direktorat Tanaman Pangan pada tahun 2017-2018 
serangan hama wereng cokelat menyebabkan gagal 
panen di daerah sentra padi nasional. 
Pengembangan benih padi yang memiliki karakter 
produktivitas tinggi, tahan wereng cokelat, aromatik 
dan umur genjah  merupakan solusi dari 
permasalahan tersebut. Saat ini pengembangan 
benih pemuliaan mengarah pada produktivitas dan 
karakter mutu beras (eating quality). Karakter mutu 
beras diantaranya adalah kandungan amilosa, 
konsistensi gel, temperatur gelatinisasi (), 
kandungan protein dan aroma (Fan et al., 2005; Jin 
et al., 2010).  
Program pengembangan varietas yang 
umum dilakukan adalah melalui metode persilangan 
(hibridisasi) seperti, single cross, double cross, dan 
top cross. Namun, persilangan tersebut hanya 
mengarah pada pengembangan satu sampai tiga 
karakter target dalam genotip tunggal. Piramidisasi 
merupakan upaya penggabungan beberapa gen yang 
diinginkan dari beberapa tetua untuk menghasilkan 
suatu genotip unggul yang dapat dilakukan melalui 
metode persilangan atau melalui teknik transfer gen 
(Francis et al., 2013; Ye & Smith, 2008). Akan tetapi 
saat ini teknologi transfer gen melalui Partcile 
bombardment dan Agrobacterium terbatas pada 
jumlah gen yang ditransfer dan hanya efektif untuk 
penyisipan sekuens DNA hingga 25 kb (Pink & 
Puddephat, 1999), sehingga metode yang bisa 
ditempuh dalam penggabungan beberapa gen adalah 
melalui persilangan. Walaupun memang tidak hanya 
gen-gen yang diharapkan, gen-gen yang tidak 
diharapkan juga ikut terwariskan pada 
keturunannya. 
Umumnya teknik piramidisasi yang telah 
dilakukan hanya berfokus pada karakter secara 
vertikal yaitu ketahanan terhadap beberapa 
patogen/hama dengan strain/biotipe (Hittalmani et 
al., 2000; Katiyar et al., 2001; Singh et al., 2001; 
Narayanan et al., 2002; Joseph et al., 2004; Sharma et 
al., 2004; Kumaravadivel et al., 2006). Sementara itu, 
penelitian sebelumnya pada riset ini telah berhasil 
menggabungkan beberapa karakter unggul secara 
horizontal diantaranya komponen hasil tinggi (bobot 
bulir tinggi, jumlah malai banyak, malai panjang), 
umur genjah, kualitas mutu beras baik (kandungan 
amilosa sedang dan aromatik) serta memiliki 
ketahanan terhadap hama wereng coklat ke dalam 
satu genotip harapan yang memiliki karakter 
morfoagronomi yang unggul (Carsono dkk., 2012; 
Carsono et al., 2013; Carsono dkk., 2016; Sari dkk., 
2013; Tambunan dkk., 2016). Kombinasi gen 
diperoleh dengan menyilangkan beberapa genotip 
tetua dengan karakter unggul diantaranya Sintanur, 
Pandan wangi, IR64, PTB33, Ciapus, KA, genotip 
SP87-4 (Sintanur x PTB-33), PP48-3 (Pandanwangi 
x PTB-33), IP158-5 (IR64 x PTB-33), dan CAKA41 
(Ciapus x KA). 
Penggabungan beberapa gen dari populasi 
heterozigot yang berasal dari beberapa tetua yang 
berbeda menjadi genotip tunggal akan 
meningkatkan keragaman genetik yang lebih besar 
(Shamim & Singh, 2017). Oleh karena itu, kombinasi 
marka fenotipik dan genotipik akan sangat 
membantu mengidentifikasi, memilih karakter yang 
diinginkan dan mempercepat seleksi (Ye & Smith, 
2008). Hal ini terkait dengan fakta bahwa marka 
molekuler merupakan salah satu teknologi yang 
dapat membantu analisis keragaman genetik dan 
mengonfirmasi gen target secara efektif dan efisien 
karena dapat meningkatkan reliabilitas 
(keterhandalan), tidak dipengaruhi faktor 
lingkungan dan fenomena epistasis (Collard & 
Mackill, 2008; Bahagiawati, 2012), tipe sel dan fase 
pertumbuhan tanaman. Oleh karena itu, 
keberhasilan piramidisasi dalam menggabungkan 
beberapa gen dapat diketahui secara lebih akurat. 
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Selain itu, evaluasi secara fenotipik juga diperlukan 
karena individu yang terseleksi dengan marka 
molekuler belum tentu memiliki karakter agronomi 
yang diharapkan. Evaluasi fenotipik dilakukan 
meliputi pengamatan karakter morfo-agronomis 
untuk mengetahui apakah karakter yang diinginkan 
terekspresi pada genotip hasil piramidisasi. 
Padi hasil piramidisasi yang telah 
disilangkan dan terkonfirmasi memiliki beberapa 
gen target, selanjutnya dianalisis hubungan 
kekerabatan berdasarkan analisis kemiripan genetik. 
Menurut Weeden dan Wendel (1989), analisis  
kemiripan  genetik  berdasarkan karakter agronomi 
dan morfologi mempunyai beberapa kelemahan 
seperti pengaruh faktor  lingkungan  yang  cukup  
besar,  dan  interaksi  gen  dominan  resesif, namun 
setidaknya analisis ini tetap dapat menggambarkan 
adanya variabilitas genetik, oleh karena itu, maka 
analisis kekerabatan dilakukan berdasarkan marka 
molekuler, sehingga dapat diketahui informasi 
tentang konstitusi genetik dari tiap kelompok 
genotip yang terbentuk.  
Sistem pengelompokan (clustering) 
diketahui dapat membantu dalam mengidentifikasi 
dan menganalisis penampilan suatu genotipe 
(Bennett, 1997). Hasil riset piramidisasi sebelumnya 
telah diperoleh 28 genotipe padi yang belum 
diketahui kekerabatannya secara genetik. Penelitian 
ini bermanfaat dalam pengambilan keputusan terkait 
genotip-genotip harapan yang akan dilanjutkan pada 
generasi berikutnya. Penelitian ini bertujuan untuk 
mendapatkan informasi hubungan kekerabatan dari 
28 genotip padi hasil piramidisasi karakter (daya 
hasil tinggi, tahan wereng cokelat, umur genjah, 
aromatik, dan kandungan amilosa sedang) melalui 
marka molekuler dan karakter agro-morfologi. 
BAHAN DAN METODE 
 
Percobaan ini dilaksanakan pada bulan 
Maret 2016 hingga Oktober 2016 yang berlokasi di 
Rumah Plastik Kebun Percobaan Ciparanje dan di 
Laboratorium Analisis dan Bioteknologi Tanaman 
Fakultas Pertanian Universitas Padjadjaran. Metode 
percobaan yang digunakan adalah eksperimental 
dengan rancangan percobaan tanpa tata ruang, 
karena kondisi materi genetik yang berbeda setiap 
individunya.  Materi genetik yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu 28 genotip F1 hasil piramidisasi 
dan empat genotip tetua (F4 hasil persilangan yang 
telah terseleksi secara molekuler dan fenotipik). 
Total satuan percobaan sebanyak 32 tanaman. 
Ekstraksi DNA menggunakan metode 
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) (Doyle 
& Doyle, 1987) dengan sedikit modifikasi. Pengujian 
kualitas DNA dianalisis dengan menggunakan 0,8-
1,0% gel elektroforesis pada tegangan 100V selama 
30 menit dan divisualisasi menggunakan UV 
transiluminator untuk melihat baik atau tidaknya 
kepekatan dan kejelasan DNA. Amplifikasi DNA 
dilakukan menggunakan mesin Polymerase Chain 
Reaction (PCR) dengan komponen PCR berupa 9,5 
μL KAPA2G1M Fast Ready Mix DNA polymerase 
(0,25 U), dNTPs (0,2 Mm), MgCl2 (1,5 Mm)), 1μL 
primer forward dan reverse, serta 1μL template (20 
ng DNA). Analisis molekuler menggunakan 11 
marka molekuler yang terkait erat dengan karakter 
target (Table 1). Produk hasil amplifikasi PCR 
dielektroforesis menggunakan 1,5%-3,0% gel 
agarose dan/atau 8,0% Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (PAGE) dalam larutan buffer 0,5x 
TBE yang di running pada durasi waktu dan besaran 
tegangan listrik tertentu. Hasil visualisasi DNA 
dideteksi melalui UV transiluminator (Geldoc) dan 
sebagai standard digunakan 100bp DNA ladder 
(Promega) untuk menetapkan ukuran pita hasil 
amplifikasi DNA.  
Marka molekuler diamati melalui pola pita 
DNA dengan bantuan software Genetools. Skoring 
dilakukan berdasarkan ukuran molekul DNA yang 
terbaca oleh software Genetools dan telah 
distandarisasi dengan ladder 100 bp. Marka fenotipik 
diamati melalui pengamatan karakter 
morfoagronomi, diantaranya karakter komponen 
hasil yaitu tinggi tinggi tanaman, jumlah anakan 
total, jumlah anakan produktif, jumlah gabah total 
per malai dan bobot 100 biji dan diberi skoring 
berdasarkan standar International Rice Research 
Institute (IRRI) and International Board for Plant 
Genetic Resources (IBPGR; 1980). Pengamatan 
karakter umur genjah melalui pengamatan umur 
bunting, umur keluar malai, umur berbunga dan 
umur panen. Karakter aromatik diamati berdasarkan 
uji sensori menggunakan KOH 1,7% (Sood & Siddiq, 
1978). Karakter tahan wereng cokelat diamati 
berdasarkan kerapatan trikoma menggunakan 
mikroskop binokuler dengan perbesaran 40x10.  
Analisis hubungan kekerabatan antara tetua 
dan 28 genotip piramidisasi dilakukan menggunakan 
software NTSYSpc 2.11X untuk membentuk matrik 
similarity shared allele distance dengan koefisien 
euclidean distance sebagai pembentuk jarak genetik 
untuk marka molekuler fenotipik. Selanjutnya 
dilakukan pengelompokan atau clustering dengan 
metode Unweighted Pair Group Method with 
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Arithmetic Averages (UPGMA) menggunakan 
SAHN clustering. Hasil pengelompokan 
digambarkan sebagai sebuah dendogram untuk 
mengetahui kekerabatan diantara genotip hasil 
piramidisasi. 
 
Tabel 1. Marka molekuler yang digunakan dalam penelitian 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Hubungan Kekerabatan Tetua dan Genotip Hasil 
Piramidisasi Berdasarkan Marka Molekuler 
Genotip hasil piramidisasi dari berbagai 
tetua yaitu Sintanur, PTB-33, Pandanwangi, IR64, 
Ciapus, dan KA pada penelitian ini akan 
memunculkan keragaman genetik yang lebih besar. 
Hal ini karena penggabungan karakter target yang 
berasal dari hasil persilangan beberapa tetua selama 
beberapa generasi akan menghasilkan populasi 
heterozigot yang sangat tinggi (Kover et al., 2009; 
Shamim & Singh, 2017). Keragaman yang tinggi 
akan menghasilkan nilai dendogram similarity yang 
rendah.   
Dendogram pada Gambar 1 menunjukkan 
bahwa tingkat kemiripan antar tetua dan hasil 
piramidisasi berdasarkan marka molekuler yang 
diamati berkisar antara 0.00-4,13. Pada tingkat 
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Kelompok pertama dimulai dari genotipe SP, IP 
sampai PPxSP4B (kelompok pertama) dan 
SPxCAKA1B dan SPxPP3B (kelompok kedua). 
Genotipe SP memiliki jarak genetik yang jauh 
dengan SPxCAKA1B dan SPxPP3B. Semakin banyak 
persamaan pada marka molekuler yang dimiliki 
maka semakin besar nilai kesamaannya (similarity), 
yang menandakan hubungan kekerabatan yang 
semakin dekat. Sebaliknya, semakin banyak 
perbedaan karakter yang dimiliki maka semakin 
kecil nilai similaritasnya, yang menandakan semakin 





Gambar 1. Dendogram berdasarkan marka molekuler terkait karakter bobot bulir, jumlah malai, panjang 
malai, umur genjah, kandungan amilosa sedang, aromatik dan tahan wereng cokelat berdasarkan 
kemiripan genetik menggunakan software NTSYSpc 2.11X. 
 
 
Hubungan Kekerabatan Tetua dan Hasil Piramidisasi 
Berdasarkan Marka Fenotipik 
Dendogram hubungan kekerabatan 
berdasarkan marka fenotipik menunjukkan bahwa 
koefisien kemiripan antar tetua dan hasil 
piramidisasi yang diamati berkisar antar 0,23–2,22 
(Gambar 2). Pada tingkat kemiripan 22,2% 
terbentuk tiga kelompok. Kelompok pertama dari 
mulai genotip SP, SPxCAKA1B sampai 
CAKAxPP7A.  Kelompok kedua dari mulai 
PPxCAKA4B sampai PPxSP3B, sedangkan PPxIP4B 
terpisah sendiri. 
Genotip tetua SP, PP, IP dan CAKA serta 
beberapa genotipe hasil piramidisasi berada dalam 
satu kelompok (kel. 1). Pada kelompok ini, terdapat 
2 genotip tetua SP dan PP, dimana varietas Sintanur 
dan Pandan wangi merupakan varietas lokal 
aromatik yang memiliki karakter agronomi yang 
mirip, berada pada satu kelompok yang sama. Hal ini 
juga ditandai dengan kemiripan karakter yang 
dimiliki genotip-genotip pada kelompok pertama, 
yaitu bobot bulir per rumpun, bobot bulir bernas per 
rumpun, bobot 100 biji, bobot pulir per malai, 
jumlah bulir per malai, panjang malai, jumlah 
anakan total, jumlah malai total, jumlah trikoma, 
aromatik dan umur panen.  
Terdapat perbedaan nilai similarity antara 
marka molekuler (41,3%) dan marka fenotipik 
(22,2%) yang menandakan bahwa tingkat kemiripan 
genotip hasil seleksi marka molekuler lebih tinggi 
dibandingkan seleksi berbasis marka fenotipik. Hal 
ini dikarenakan karakter agro-morfologis 
dipengaruhi oleh faktor lingkungan seperti 
intensitas cahaya, kelembaban, dan serangan hama 
Jurnal Agrikultura 2019, 30 (3): 100-108 
ISSN 0853-2885 




penyakit (Ahmad et al., 2015). Namun nilai 
dendogram dengan kemiripan di bawah 50% dapat 
dikategorikan ke dalam genotip dengan variasi yang 
tinggi. Kondisi keragaman yang tinggi pada populasi 
hasil piramidisasi ini adalah didasari oleh pemilihan 
tetua yang digunakan. Tetua pada hasil piramidisasi 
pada penelitian ini merupakan varietas Indonesia 
dengan Pandan Wangi varietas lokal sedangkan 
tetua IR64 (rilis 1986), Sintanur (rilis 2001), dan 
Ciapus (rilis 2003) masih merupakan kelompok 
kultivar yang sama. Berdasarkan penelitian Daradjat 
et al. (2001) dikutip Anas dkk. (2004) menyatakan 
hampir semua kultivar padi Indonesia setelah tahun 
1986 adalah kelompok padi IR64. Walaupun latar 
belakang genetiknya seperti ini, secara molekuler 
dan fenotipik menunjukkan tingginya tingkat variasi 
pada populasi hasil piramidisasi ini. Menurut Huang 
dan George (2011) semakin beragam wilayah 
geografis, genetik, dan fisiologis antar tetua yang 
akan digunakan dalam teknik piramidisasi maka 
akan semakin luas variasi yang akan terbentuk. 
Perbedaan kelas yang terbentuk ditentukan 
oleh jarak genetik antar genotip pada populasi 
tersebut, yang artinya genotip yang terbentuk di 
dalam satu kelas memiliki jarak genetik yang lebih 
sempit (mirip). Santoso (2002) mengatakan individu 
yang diklasifikasikan dalam satu kelompok memiliki 
kemiripan satu dengan lainnya, sedangkan individu 
yang berada pada kelompok yang berbeda memiliki 
jarak genetik yang lebih jauh dibandingkan individu 
dalam satu kelompok yang sama. Semakin banyak 
persamaan karakter yang dimiliki maka semakin 
besar nilai similaritasnya, yang menandakan 
hubungan kekerabatan yang semakin dekat. 
Sebaliknya, semakin banyak perbedaan karakter 
yang dimiliki maka semakin kecil nilai 
similaritasnya, yang menandakan semakin jauh 




Gambar 2. Dendogram hasil analisis marka fenotipik terkait tinggi tanaman (cm), jumlah anakan total, 
jumlah malai total, panjang malai (cm), jumlah bulir/malai (butir/malai), bobot bulir/malai 
(gram), bobot 100 butir (gram), bobot bulir bernas per rumpun (gram), umur bunting (HST), 
umur keluar amlai (HST), umur berbunga (HST), umur panen (HST), data aroma dengan uji 
sensori dan jumlah kerapatan trikoma. 
 
Genotip SPxPP3B, SPxCAKA1B (Gambar 1) 
dan PPxIP4B secara fenotipik (Gambar 2), berada 
dalam kluster yang terpisah dengan genotip hasil 
piramidisasi lainnya, oleh karena itu dalam 
melakukan persilangan selanjutnya genotip tersebut, 
dapat dijadikan salah satu tetua dan dapat 
disilangkan dengan genotip lain yang memiliki jarak 
genetik yang jauh. Varietas yang memiliki 
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perbedaan karakter yang jauh dapat diasumsikan 
juga memiliki hubungan kekerabatan yang jauh, 
sehingga apabila disilangkan akan menghasilkan 
keturunan yang lebih baik daripada rata-rata kedua 
tetuanya (Sitaresmi dkk., 2018). Salah satu karakter 
yang khas dari genotip PPxIP4B adalah memiliki 
total anakan terbanyak yaitu 111 batang/rumpun. 
Menurut Satoto dan Suprihatno (1998) sifat 
kuantitatif yang diamati secara visual dipengaruhi 
oleh lingkungan, dan masing-masing genotip 





Berdasarkan hasil analisis kekerabatan padi 
hasil piramidisasi melalui marka molekuler dan 
marka fenotipik diperoleh nilai dendogram marka 
molekuler pada tingkat kemiripan 41,3% terbentuk 
dua kelompok dan dendogram marka fenotipik pada 
tingkat kemiripan 22,2% terbentuk tiga kelompok. 
Genotip SPxCAKA1B, SPxPP3B dan PPxIP4B 
memiliki jarak genetik yang lebih jauh 
dibandingkan denga genotip lainnya, sehingga dapat 
dijadikan sebagai tetua atau genotip harapan bagi 





Ucapan terima kasih disampaikan kepada 
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